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論文内容要旨
目的
 平滑筋の発生張力は,骨格筋や心筋と同様に筋形質内のCaイオン濃度によってコントロールさ
 れていることが知られている。しかし,筋収縮につかわれるCaイオンのソースは,筋細胞が脱分
 極した時の細胞外Caの細胞内への流入であるか,細胞内CastoreからのCaの放出であるかは不
 明である。本研究では,rat子宮縦走筋を用い,脱分極下に細胞外Caイオンをfreeとする条件
 で細胞内Castoreの存在および性質を検討した。また骨格筋・心筋・盲腸紐の筋小胞体はcaff-
 eineによりCaを放出し,筋収縮をひきおこすことが知られているので,子宮縦走筋の細胞内Ca
 storeのcaffeineに対する反応についても検討した。
方法
 Wistar系,未妊娠雌ratの子宮体部縦走筋を使用し,一部guineapigの盲腸紐を使用した。
 切り出した筋をさらに実体顕微鏡下に巾75～150μm,長さ1～2㎜の大きさに切り,生体内と
 ほぼ同じ長さとなるよう両端をUゲージトランスデューサーとbathに水平に固定し,等尺性に発
 生張力を測定した。固定後Na,K,Ca,HEPES-Tris,Dextroseをそれぞれ150,4,2,5,
 5.6mM含む溶液に20～30分間つけ安定させる。その後上記の溶液でNaをKに全置換した溶液
 (以下K-Ca溶液と略)でK-contractureを数回おこし筋束が収縮することを確認し,発生張
 力のある程度の目安とする。K-contractureの状態から,K-Ca溶液からCaを除き,かわり
 に膜の安定化の為にMgを等量,EGTAを4mM含む溶液(以下G4溶液と略)に変えると,発
 生張力はrestingleve1までもどる。再びK-Ca溶液につけて(以下K-Ca溶液につけること
 を10adingと呼ぶ)G4溶液で洗浄後,G4溶液に薬物を加えた溶液にかえると一過性の収縮が
 えられる。この収縮の大きさは安定しており,同じ条件下ではかなりの再現性を示す。
 Chemicallyskinnedfiberの作成はEndoらの方法により作成し〔Mg2+〕=1mM,〔Mg-
 ATP2一〕一3mM,イオン強度0・2のもとで行った。CaとEGTAのpH-6.80での見かけの結
 合定数は105・7として計算した。温度は25±2℃で行った。
結 果
 1)10ading後のG4溶液内での一過性収縮はcarbachol,合成oxytocin,prostaglandinE2
 などを作用させることにより発生した。2)10adingの時間を長くすると一一過性の収縮は次第に
 大きくなり5分間で約90%まで達した。3)10ading後のG4溶液で洗う時間を長くすると収縮
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 は次第に小さくなり消失するのに数10分を要した。4)G4溶.液でEGTAを20mMまでふやして
 も収縮には影響がなかった。5)loadingの後にCafreeNa溶液からG4溶液にかえて脱分極
 をおこさせても収縮はおこらなかった。巾75～150μmの筋束での細胞間隙にG4溶液が拡散す
 る速度と,3)での時間経過を比較し,かつ4),5)によりこのG4溶液内で薬物により発生する一
 過性の収縮は,細胞内CastoreからCaが放出されておきたと考えられる。また2)のloadingは
 細胞内CastoreにCaが取りこまれる過程と考えられる。6)10adingの後にG4溶液で洗浄し,
 はじめに低濃度のcarbacho1を作用させた後にG4溶液で洗浄して,再び10→Mのcarbacho1を
 作用させると,はじめの収縮はcarbacho1の濃度に依存して大きくなるが,10-4Mのcarbacholによる
 収縮は反対に小さくなっていく。これによりこの細胞内CastoreのCa容量が一定であると考えられる。
 7)10adingの後にG4溶液中でcaffeineを作用させると,rat子宮縦走筋ではguineapigの盲腸紐のよう
 には収縮はみられない。しかしcaffeineを洗浄した後にcarbacholを作用させると,高濃度のcaffeineの
 あとではcarbacholによる一過性の収縮はcaffeineの濃度に依存して小さくなる。これより,caffeine
 は細胞内CastoreからCaを放出しているが,そのCaは筋の収筋とは結びついていないと考えら
 れる。8)chemicaHyskinnedfibarを作成してpCa-4.5の溶液で収縮をおこさせている状
 態で,同じ溶液にcaffeine50mMを加えた液にかえると収縮は約50%までに減少した。このこ
 とよりcaffeineは収縮蛋白系とCaの反応を抑制していると考えられる。
考察
 子宮縦走筋の活動電位のcurrentcarrierはNaともCaとも言われており,収縮の時Caイオン
 のソースは現在不明である。本研究の結果からは,子宮縦走筋細胞内にも骨格筋・心筋・盲腸紐
 と同様に収縮と結びつくCastoreがあることが示された。この細胞内Castoreはcaffeineによ
 り収縮をおこさないという点からは他の筋の筋小胞体とは異なるように考えられるが,caffeine
 によりCaの量が減少するということからは,筋小胞体との薬理学的類似性が示唆された。caff-
 eineにより収縮がおきない点については,caffeineがphosphodiesteraseを抑制し,cyclic
 AMP濃度を上昇させるためとも考えられるが,caffeineは高濃度でchemicallyskinnedfi-
 berの収縮を抑制することもあるので今後の検討が必要であると思われる。
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 審査結果の要旨
 未妊娠雌ratの子宮体部縦走筋を用い,子宮筋細胞内Castoreの存在及び性質を検討した。子宮
 縦走筋から実体顕微鏡下に巾75～150μ,長さ1～2㎜の筋束を切出し,bath内で等尺性に張力
 を測定する。つまり,Caを含むK-rich溶液に筋束をイン!キュベートして細胞内にCaをとり
 こ・ませた後,溶液をCafree,K-richの溶液にかえて,張力をrestinglevelまでもどす。
 その後にcarbacholを含むCafree,K-rlch溶液にかえると一過性の張力発生がおこる。この
 一過性の張力はcarbacho1,合成オキシトシン,プロスタグランジンE2などによりえられる。
 また,この一過性の張力の大きさは,Caを含む溶液のCa濃度,及びインキュベートする時間に
 依存して大きくなるが,インキュベート後にCafree溶液で洗浄する時間とは逆比例して小さく
 なる。この時の一過性の張力の大きさが減少してゆく過程は非常にゆるやかで,細胞外液が完全
 にCa-freeとなったあとにも収縮がおこるので,この収縮は,細胞内Castoreから薬物により
 Caが放出されたためと考えられる。この細胞内Castoreに低濃度のcarbacho1を作用させた
 後に10-4Mのcarbacholを作用させると,えられる2つの収縮の大きさの和は10-4Mのcarba-
 cholのみを作用させた時の大きさにほぼ等しくなるので,この細胞内CastoreのCa容量は一
 定であると考えられる。
 また,骨格筋,心筋,盲腸紐の細胞内CastoreはcaffeineによりCaを放出し,筋収縮をひきおこす
 ことが知られている。子宮縦走筋では,細胞内CastoreにCaをとりこませた後に高濃度のcaffeine
 を作用させても,上記の筋細胞のようには収縮はみられない。しかし,高濃度のcaffeineを作用させ
 た後に,carbacholを作用させるとcontro1よりも小さい収縮が得られる。この収縮の大きさは前に
 作用させたcaffeineの濃度に依存して小さくなる。このことより,子宮縦走筋の細胞内Castoreは,
 上記の筋の筋小胞体と類似の性質をもつが,細胞内Castoreより放出されたCaは筋の収縮とは結
 びつかないということが考えられる。放出されたCaが収縮と結びつかないということを明らか
 にするため,saponin処理によるchemicaUyskimedfiberを作成して収縮蛋白系とCaの反
 応に対するcaffeineの作用をみると・pCa=4.5によるskimedfiberの最大収縮を・高濃度
 のcaffeineは約50彩抑制する。このことは,caffeineによるCastoreからのCaの放出が筋収
 縮をおこさない原因とも考えられる。しかし・caffeineは細胞内phosphodiesteraseを抑制し・
 cyclicAMP濃度を上昇させ,筋収縮を抑制するという説もあるので,子宮縦走筋でcaffeine
 により放出されたCaが筋収縮をおこさないという点については更に検討が必要であると思われ
 る。以上の研究は,医学博士の学位を授与するに価すると認定した。
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